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一子宮内膜間質細胞培養系を用いて-
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子 111; 内服爪は子?:{内 J]央制作品が)\~. Jví. ↑~t にづち 11:_し、 lVI
yp'tする疾忠であり、!臨床症状としては月経州、性交
If :i州、イくれ ;IRliなどをきたす )iそんi人科似 J戎においては
最も多い疾忠の 一 つである 。 しかしなが らそ の発注、
I首悪の機序についてはいまだ WJらかにされていない。
発生機序については Mc y c rらが提唱する休日空上皮
化生説と Sampsonによる術杭説が有力とされてい
るが(1 )、どちらの況も本症の党症を充分に説 I~J
し得るものではない 。
本症は子宮から他)J歳出へ移刷、 l\~ Ylnす るという、
J!T[ 1})j (l~ な性質か ら発症の過程に府 ï!伝移にう浜似した機
tl'iIの存在が示唆される 。 そこで本研究は、府転移の
|緊に没 i!耳囚 子として働くことが近年注目されている
matrix mc:talloprotcinasc (M1vIP) に注 LIし
ι 
， 
( 2 ~ 1 1 )、子山内脱出i:病変における M M Pの発刻 ?，??? ，
‘ ，-守、
の有無を検討した。
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また子宮内 JJ史症忠~・ JJ反水上11 に地力fj する、
、
• γ ，. 
2 
macrophagc colony-stimulating factor 
(M-CSF) (12) ベ'>lntc:rlcukin-1 (IL四 1) 
• 
( J 3) 、 T u m 0 r nc:croS1S [actor- α ( T N F 
一 α) (1!l) 、 Trans[orming growth 
factor-s (TGF s) (JS) などの各組サイト
カインが子宮内 )6111質細胞における in vitroでの
M M P産生に与える影響につき検討し、子 731刈)民政忠
者の腹腔内環境が子宮内 J兵組織の浸潤を促進するか
?!?かを検討した。
さらに各種 CS Fについては子宮内服症の明恐因子
となり符るか、またその f-13内)]史 I:¥J質細胞の lNY[I'に
与える;診響を検討した。
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1) .子 121;内J1史症組織における MMPの日夜の i1![I~ J 
当 科において摘出された)j易管子 12; 内 )l~ ~{I~ のホルマ
リン標本を PAP K i t (DAKO社 )を JIJい、抗
ヒト M M P 1マウスモノクローナル抗イ本
? ? ?? ? ?
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?
?
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?、 、、
工業、富山)にて、免波組織学 (I~ 染色を行った。
2) .子予;内 J]児!日j坑存11I胞における MM P産 !Jうにうえ
る各施サイトカインの;;ろ特の検討
子宮筋 Jil や子宮内 )j失点主などの良性疾忠のために摘
liされた子符から忠才?の Iri) Jな の下に子 121勾)j民組織を
抹取し、 i恒j夜成分を取り除いた。作られた組織を
o .2 5 %タイプ I コラウf ナーゼ
(S igma，S t.Louis，MO) 合有 Ham's F-10カル
チャーメデイウム (Gibco，Grand Island，NY) 
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にて、 37 oc、 15分 ilj処 }Iiし、上皮細胞と!日115細胞
の分離を光学顕微鏡にて位認の後、 500rpm、 5分
間遠沈した。上~i'fを 1500rpm、 10分 InJrJ.皮泣沈し、
作られた j広沢を 100 U/ml ペニシリン G (明治 12
菜、東京) 、10 0μg / 11 1 ストレプトマイシン(ゆj
、治製菓)、 o. 25μg / m 1 アムホテリシン B (三 共、
東京)、 10%牛)}台 1J血治 (Gibco) 合 1-fH a m ' s
F -1 0カルチャー メデイウムに懸濁し 38ミクロ
ン マイクロ シーヴェ (氷点スクリーン、氷点 )
を通過させる 。 細胞浮遊液を 10 c mカルチャーデイ
ッシュ(住友ベークライト、東京)で 370C 5% C 
o 2にて 30分間培養した 。 この上消を捨て、新しい
メデイウムで洗 j争して付 着 細胞を得た 。 作られた細
胞は免疫組織学的染色により、抗サイトケラチン抗
体陰性、抗ピメンチン抗体陽性であり、子宮内)民間
質細胞であることを確認した 。 子宮内!民間j質細胞は
370C 5%C02 にて 5~ 7日間府養しコンブレン
トの形成を確認する(1 6、 17 )。 コンフレント形
成の後、 2t1穴カルチャー ディッシュ (住友ベーク
ライ ト)にサブカルチャーした。数 H間のよ行養の後、
コンフ レ ン トの形成を確認し、培養液を拾て、 PB S “ー"
1・
ー恥
，、
(Gibco) で洗浄し、培養液を午胎仔血清不合有の
首管内，-
句、， 
令
、・.' 
?
?
ものと置換した。 1m 1の培養液 rI rに G-CSF (キリン、
東京) 5、 50、 500 ng/ml 、 M-CSF(森永、東京)
5、 50、 500 U/ml、 IL-I-s (大塚製薬、東京)
• 
1、 5、]0 U / m 1、 TN F -α ( R & D 
Systems，Mineapolis，MN) ]、 5、 10 ng/ml 、
TGF-s (Biomcdical Tccnologics、
Stoughton、 M A) 1、 5、 20 口広 /11 1を添加し 4
日間培養を行った。その後、培養上市を採収し、 J~
清中の M M P -1、 M M P -2濃度をそれぞれ血清中ヒ
ト間質型コラゲナーゼ (MIvIP-l)測定月jキット (富
士薬品工業)、血清中ヒト 72 k D aゼ、ラチナーゼ
(MMP-2) 測定用キット(富士薬品工業)を月jい、
EIA法にて測定した(1 8、 19 )。また各デイツシ
ユ中の細胞をトリプシン EDTA (Gibco) にて剥
離し、電子細胞計数機 (Coulter社)を川いて細胞
数を計測し、単位細胞数あたりの M M P 百 l、 M M P -
2産生量を求めた。
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3) .各種 CS Fの子宮内膜間質細胞の増殖に与える
影響の検討
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培養子宮内膜間質細胞を 96穴マイクロプレート
(BECTON DICKINSON、Lincoln Park、NJ ) 
に 20，000cells/2 00μl/wellの細胞濃度でサブ
• 
カルチャーし、 2~ I時間のよ庁長の後に応接被と汗遊組l
胞を捨て、 10%牛胎仔血治を合む Ham's F-IO 
培益 j夜を力1Iえた。培養液中に 10， 0 0 0、 1，0 0 0、
100 IU/m1の M 】 CS F、 500、 50、 5 n g 1 11 1の
G -C S F、 200、 2 0、 2 n g 1 m 1の GM-CSF (rドタキ
製薬、束京)をそれぞれ加え、セミオートマチック
セル ハーベスター (Labo Science，点京)を
用い 2!l、 48、 72時間培養を行った。そして培養 0、
2 4、 48時間日に 1μ Ci/we11の 3H -thymidine 
???，??
、 Pont，Wi1mington，DE) を加 、
、 ぇ
2 1 I時間
後に 0.2% EDTAを力1Iえ来日1)j包を刈阿tし、 ミリポア
フィルター(p 0 r c S 1 Z e 1 . 2μm，fi1tcr S 1 Z C 
25mm， Mi11ipore CO.)上に集め 30m1の生理的
食塩水、および氷冷 5% 三 塩化酢酸で洗浄した。こ -Vi 234 
7 
のミリポアフィルターを乾燥後 scinti11ation
v i a 1の管底に沈め、 5m 1の scinti11ator (DPO 
4g POPOP 100mgを scintil1ation to1uen 
で 1. 0 1に調整 )を 加え 1iquid scinti11ation 
counter (Beckman Fullerton，CA) を使用し、
酸不溶性分画に取り込まれた 3H ← thymidincの放
、射活性を測定し、それを DNA合成能(C P 11 ) として
五千{而した(] 6、 1 7、 2 0 ) 
4) .培養子宮内股間質細胞の M -CSFレセプターの
免疫組織学的染色
正常婦人および子宮内膜症忠者由来の子宮内)民間
質細胞をアセトン固定の後、ヒストファイン
SAB-PO Kit (Nichiley，Tokyo)を用い、 M -
C S Fレセプターに対する抗体であるラット anti-c-
fms/CSF-1モノクローナル抗体 (Oncogcnc
Sciencc，Uniodale，NY)にて免疫組織学的染色を
行った。
5 ) .統計学的検討
， 
子宮内膜間質細胞の M M P -1、 M M P -2 )室生に与
える各種サイトカインの影 響 は、細胞 10 4佃あたり
司王
』 ? ?
?
』?、
???
の M M P 産生量を、サイトカイン無添加での M M P 産
、-49 0 ，志
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生量と比較し、そのよ首加率で検討した。有意差検定
には、 羽Tilkoxon Signed-Ranks Testを月]しミ
た。なお、得られた成績はすべて Me a n土 SEMで示
、し、 p<O.05以下を有意差ありとした 。
子宮 内)民間質細胞のよ目舶 にうえる CS Fの影響は
CSF無添加と添加11寺の cp mの比較を Studcntの t-
t c s tを川いて布;む;左 検定をわ:ぃ、 p<O.Olをも って
有意差ありとした。
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、結果
1) .子宮内膜症組織の M M P -1染色
腸管子宮内膜症病変の抗ヒト M M P -1マウスモノ
クローナル抗体による免疫組織 学 的染色を行うと、
内膜腺および間質において、正常間質部分に比べ強
い褐色の染色を認めた 。 このことより子宮内膜症病
変において M M P -1が発現している ことが伴認され
た。 (Fig.1)
2) .子宮内膜間質細胞培養系における M M P産生
に与える各種サイ トカイ ンの影響
子宮 内膜間 質 細胞におけるサイトカイン無添加 で
の M M P -1産生量は平均 8.67 ng/J04ccllであ っ
た 。
、
サイトカイン無添加と比較し、 G-C S F、 M -CSF ': -.)， 
，?
? ? ?
町句
添加I系ではすべての濃度で M M P -1 )室生 量に有 志な
、? ?
学L，.
f 令 p一一
変 イヒを認めなか った。 (Fig.2)
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-jj、 1L -1添加系では 5 U/ml，10 U/ml の添
加により 2. 1倍、 2. 9倍と 有意に MM P -1産生の増
加を認めた 。 TNFα 添加系では 1、 5、 10 ng/ml 
• 
のす べての濃度で M M P . 1 )主〈lihtは 有・13:にIW力1し 、
10 ng/mlの添加では 7. 771fTの噌力11を 認め た。
T G F .s 添加系では 1、 5 n g / m 1の添加 に より
M M P . 1 }宝生呈は有ぷに 1'/1)JI し、 5 n g / m 1の添加に
より 3. 0 8倍の増加を認めた。 (Fig.3)
サイトカイン無添加での M M P . 2広生 昆 は 平 均
14.88ng/104cellであった 。
サイトカイン無添加と比較し、 G. C S F、 M . C S F 
添加系ではすべての濃度で M :tvlP" 2産生呈A に 有 意な
変化を認、めなかった 。 (Fig.4)
一 方、 1L. 1 添加系では M M P . 1の場 合 と呉なり
すべての濃度で MM P . 2産生 量 の変化を認めなか っ
た 。 TN F .α添加系では 5 ng/ml， 10 ng/mlの波
)支で 1. 9 5倍、 2. 6 0倍と有意に M M P . 2産生 量 はよ将
4・、
T 
加した。 TG F . s添加系では 1、 5、 20 ng/mlのす r 
u 
， 
べ ての濃度でそれぞれ 4. 5 7倍、 3. 8 1倍、 4. 5 3倍
? ?
、 ? ?
11 
， 
と有意に M M P . 2産生 量 の増加を認めた 。 (Fig.5)
3) .子 宮 内膜間質細胞の増殖に与える各種 CS Fの
旦ノ担R
/1lノ 予号f
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正常婦人の子宮内政間質細胞における 3H -
thymidineの取り込みは、 M -CSFの 10 ， 0 0 0 
1 U I m 1 、 1，000IU/ml、 100IU/ml の j35力口 、
GM-CSFの 200 ng/ml 、 20 ng/ml 、 2
n g I m 1の添加により有意な変化を認めなか った。 し
かし G-C S Fの jぷ加では 500 ng/ml 、 50 ng/ml、
5 n g I m 1のすべての濃度で 3H-thymidine取り込
みは 1.17 ~ ].24 倍と有志に噌力1Iし、 500 ng/ml 
の波皮で最も大きな効果が符られた 。 (Fig.6)子宮
内膜症患者の子宮内膜問質細胞における 3H 
thymidineの取り込みは、 G-C S F、 M -CSFの添
加によりすべての濃度で有意に増加し、 G-C S Fでは
].14 ~ 1.28 倍一 、 M - CSF では 1.23 ~ 1.321音に l目
加した。 G-C S Fでは 500 ng/ml の添加|で、 M -
C S Fでは 1.000IU/mlの添加で最大の効果が符 ら ?、??
.，-:" l' 
ヲム f'.('-
• 
れアこ 。 (Fig.7)
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4) .正常婦人子宮内膜間質細胞と子宮内膜症忠者
子宮内膜間質細胞のIvl-CSFレセプターの免疫組織
学的染色
子宮 内膜症患者 子宮内)民間質細胞は正常夫1j人 の内
H莫間質細胞に比べ、 anti-c-[ms/CSF-1 レセプタ
一抗体により細胞質が強く褐色 に染色され、 M-
C S Fレセプターが発現していることが認められた 。
(Fig.8) 
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考察
MMP (matrix metalloproteinase) は/主 イ本
内のほとんどすべての細胞外マトリ ッ ク スを分 解し
うる 一 群の酵 素 であり、癌細胞が結合組織内の毛利|
血 管 やリンパ 管 内に浸潤する際や、逆 に 血 管 内、リ
ンパ管内の細胞が末梢組織に 浸 出すると き 、 基 底 n史
や結合組織の構成蛋白を分解し、癌の 浸 j問、転移を
導くとされている (3) 0 MMPは各析の折1*1l胞 や 問
質細胞などから 産生 されることが報 告 されており、
その酵素活性と癌の浸 i問、転移能がよく 相 関すると
報 告 されている (5、 6、 21、 22 )。 現 在 までに 8
種類の M M Pの存在が確認されており、それぞれが問
質型コラ ー ゲンやゼラチン、ラミニン、フイブロ 不
クチンなど各種の細胞外マトリックス構成成分を分
解することが知られている 。
今回検討した M M P -1 (コラゲナーゼ ) は 最 も古
くから知られている M M Pであり、各種 癌 細胞や繊維
芽細胞、軟骨細胞などで分泌されることが知られて
いる 。 M M P -1は間質型コラーゲンを 1/4と 3/4の
長 さに切断するほか、ゼ ラチ ン、フイブロネクチン、
14 
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明.
フ イプリノーゲンなどをう〉解することが明らかにさ
れている o MMP-2 (ゼラチナーゼ、 A) は間葉系、
上皮系の細胞から広く分泌され、ゼ、ラチン、 wm j主
底膜コラーゲンを分解することが知られている。さ
らに Vassalliらの報告によると間質細胞から分泌
された M M P -2 lIj駆休は癌細胞表而の MMP(MT-
M M P )により活性化され細胞外マトリックスを分
解し、帰細胞の浸潤過程において大きな働きをする
とされている(9 )。また、各種 M M Pの合成、分泌
は 1L -1、 TG F -sなどの各種サイトカインにより
調節されている。しかしその効果は細胞の樟類や
M M Pの種類により大きく其なり 一 定ではない(2 3、
2 4、 25、 26 ) 
最近、子宮内膜間質細胞や子宮内膜上皮細胞にお " 
いて各種 M M Pが産生されることが報告されており、
r、
月経周期にともなう子宮内膜の脱落や、受精卵の着
床機序に関連して注目されている(2 7 ) 
?
ぇ、??
?，
?
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、
?
?
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子宮内膜症との関連にワいては、子宮内膜症患者
腹水中より細胞外マトリックスの成分である Ty p e 
E コラーゲンの前駆イ本の Ty p e m プロコラーゲン
、を測定した実験結果から、子宮内膜症忠者では細胞
外マトリックスの分解が起こり、内)j英組織の没 i凶が
生体内で生じていることが報告された(2 8 ) 
そこで子宮内膜症組織における、細胞外マトリツ
クスを分解する M M Pの発現を病児学的に IYJらかにす
るため、抗 M M P -1 抗体を frJい免疫組織学 (l~ 染色を
行った。すると子宮内膜症病変において腺および liU
質に M M P -1の発現を認められたが、このことは
内膜症病変においては生体内で実際に:lvlM Pによる細
胞外マトリックスの分解、内膜組織の浸潤過程が働
いていることを示唆するものであった 。
一 方、体液性因子として、これまでに子宮内脱出包
患者腹水中にマクロファージや M -C S F、 1L -1、
T N F -α 、 TG F -sなどの各種サイトカインが土台加
していることは報告されており (1 2、 13、 11、 • 
?
J 5 )、これらのサイトカインによるナチュラルキラ I 、
急‘"~，~ 
Fヂド
ア"'_." ，
一 活性の低下(2 9 )や血管新生作用(3 0 ) などが
子宮内膜症の発症、増悪につながるものと考えられ
ている。さらに今回、子宮内膜間質細胞における
M M P産生についても、これらのサイトカインが影響
16 
• 
を及ぼすか否かを検討a したが、 f 官内 H史 I~U 質細胞に
おける M M P -1産生 量 は 1L -1、 TN F -α 、 TG F -s 
により増加し、 M M P -2の斥 '-i:_量 は TN F -α 、
T G F -sにより増加した 。こ の)戊加は、 子山内)J史症
患者腹水中に増加しているこれらのサイトカインに
より、腹腔内の異所性子宮内服組織において M M P jri 
生量が増加し、細胞外マトリックスの分解が生じ、
子宮内膜組織が子宮外臓器にた主着、浸潤していくも
のと考えられた。
現在のところ、子宮内膜症忠者における腹水中マ
クロファージや各種サイトカインの明加が、 ，/ド疾忠
の原因か結果であるかは明らかではない 。 しかし、
月経にともなう子宮内膜組織の逆流や、ウィルス、
細菌感染、精子、精液の侵入、さらに子宮内膜症病
変それ自体が刺激となり、腹水中のマクロファージ a崎
ー
や 各種サイトカインの増加をもたらす可能性が高い 。
??
?
???
また、子宮内膜症組織の増殖に関しては、今回の
検討では正常婦人の子宮内)民間質細胞の増殖は G-
C S Fにより、子宮内膜症患者の子宮内膜間質細胞の
増殖は G-C S F、 M-CSFにより促進する結果が得ら
17 
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れた o Hammondらは IL -1 もまた子宮内政間質系1
胞の増殖を促進することを報 告 している (1 7 )。 こ
れらのことより子宵内膜症忠者においては、腹水 11I 
に地加している各種サイトカインにより f 山内 )J~ 症
組織が浸 j問、増殖し、さらにその f宮内膜症病変に
よる刺;放によりサイトカインが lN}JI1する、 . 1主の J巴
性循環の存在が示唆される。
今回の検討で正常婦人と子宮内服広忠者の IHJ質剤1
胞の問に M-CSFに対する)ぷ応、 M-CSFレセプター
発現に差異が認められた。この相違の原因は必ずし
も切らかではないが、子百内膜症忠~ーの子;守内)民間
質細胞が正常のそれに比し、より M-CSFによる噌
殖促進の影響を受けやすいことをぷ唆するものであ
り、子宮内)膜症地主;の - l^1となっているものと解釈 一，. 
される。 ??
?
????
今回の成績および文献的考察より、子宮内)J呉川:忠
白-> ( ，~ 
d 
者Jj反水 q1によ首加している各種サイトカインが f宮内
膜症の発症、増悪の 一 因となっていることは否定し
えない。したカ古って、月旦 A丈下I1サイトカインの増加を
抑えることにより、子宮内膜症の増悪を抑えうる可
18 
‘ 
能性が示唆された。現在、子宮内膜症の治療はホル
モン療法が主体となっているが、今後、この観点か
ら子宮内膜症の治療、ないし管理法に対する新しい
方法開発への曙光を見い出せるものと与-える次第で
ある。
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